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RESUMEN 
 
El oxígeno es un elemento sumamente esencial para las formas de vida aerobias, 
paradójicamente su uso genera moléculas altamente reactivas, denominadas 
especies reactivas de oxígeno (ROS), estas y otros radicales son los responsables 
del estrés oxidativo, fenómeno al cual se le atribuyen  muchas enfermedades 
neurodegenerativas. Se ha evidenciado que muchas plantas están constituidas 
por moléculas antioxidantes capaces de capturar estos radicales libres. En este 
trabajo se evaluó la concentración de tioles libres presentes en los extractos 
metanólicos de 32 plantas pertenecientes a las familias Asteraceae, 
Euphorbiaceae y piperaceae, de estas se eligieron las de mayor concentración y 
se evaluó la concentración de moléculas con capacidad para dismutar el ión 
Superóxido, para finalmente calcular la capacidad antioxidante de estos extractos 
y establecer una relación entre el porcentaje de actividad antioxidante y la 
concentración de estas moléculas. 
El material vegetal usado, fue recolectado en diferentes reservas naturales de la 
Ecorregión Cafetera Colombiana, como la Reserva Natural Bremen- La Popa y el 
Parque Regional Natural Ucumarí (PRNU), la obtención de los extractos 
metanólicos se llevó a cabo mediante maceración pasiva, para la cuantificación de 
tioles se implementó el método de Ellman’s usando como tiol de referencia para la 
curva de calibración glutatión (GSH), para la cuantificación de moléculas que 
dismutan el ión Superóxido se usó el sistema Xantina/Xantina oxidasa y se usó 
Superóxido dismutasa para realizar la curva de calibración, finalmente se evaluó la 
capacidad antioxidante de estos extractos mediante el modelo in vitro DPPH. 
De los extractos evaluados más del 50% de estos presenta una concentración de 
tioles libres superior a 50nmol/ mg de extracto, donde se destaca la familia 
Asteraceae por tener las concentraciones más altas, las especies más relevantes 
Montanoa sp (UTP 80), Baccharis (UTP 131), Aspilia (Tilesia baccata) (UTP 133) y 
Mikania llonensis (UTP 136) mayor a 90 nmol GSH/mg de extracto, para la 
implementación del ensayo con Xantina/Xantina oxidasa se utilizaron 17 extractos 
de las planta inicialmente estudiadas donde también se destaca la familia 
Asteraceae con las concentraciones más altas, principalmente la especie   Mikania 
Bonistenae (UTP124), por otra parte en la evaluación de actividad antioxidante 
todas las especies evaluadas se encontraron por encima  del 90% , lo cual indica 
una relación entre la concentración de tioles y SOD con la capacidad antioxidante 
del extracto. 
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Los resultados obtenidos evidencian que estos extractos tienen moléculas con 
propiedades antioxidantes prometedoras.  
 
Palabras clave: Sistema de defensa antioxidante, antioxidantes, radicales  libres, 
reactividad, biomoléculas. 
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ABSTRACT 
 
The oxygen is an extremely essential element for the aerobic forms of life, 
paradoxically his use generates molecules highly you reactivate, named species 
you reactivate of oxygen (ROS), these and others radicals are the persons in 
charge of the oxidative stress, phenomenon to which many neurodegenerative 
diseases assume to him. There has been demonstrated that many plants are 
constituted by antioxidant molecules capable of capturing radical free these. In this 
work the concentration evaluated of tioles free presents in the methanol extracts of 
32 plants belonging to the families Asteraceae, Euphorbiaceae and piperaceae, of 
these there were chosen those of major concentration and the ión evaluated the 
concentration of molecules with capacity for dismutar Superoxide radical, finally to 
calculate the antioxidant capacity of these extracts and to establish a relation 
between the percentage of antioxidant activity and the concentration of these 
molecules. 
The vegetable material, it was gathered in different natural reservations as the 
Natural Reservation Bremen – La Popa and the Regional Natural Park Ucumarí 
(PRNU), the obtaining of the metanol plant extracts was carried out by means of 
passive maceration, for the quantification of tioles Ellman's's method was 
implemented using like tiol of reference to the curve of calibration gluthationa 
(GSH), for the quantification of molecules that dismutan the Superoxide ion used 
the system Xanthin / xanthin oxidase and Superoxide dismutasa was used to 
realize the curve of calibration, finally there was evaluated the antioxidant activity 
of these plant extracts by means of the in vitro model DPPH. 
This  extracts evaluated more than 50 % of these Superior presents a 
concentration of tioles free to 50nmol/mg of extract, where is outlined the family 
Asteraceae for having the highest concentrations, the species the most relevant 
Montanoa sp (UTP 80), Baccharis (UTP 131), Aspilia (Tilesia baccata) (UTP 133) 
and Mikania llonensis (UTP 136) bigger than 90 nmol GSH/mg of extract, for the 
implementation of the test with Xanthin / xanthin oxidasa 17 extracts were in use of 
it them plants initially studied where also is outlined the family Asteraceae with the 
highest concentrations, principally the species Mikania Bonistenae (UTP124), on 
the other hand in the evaluation of antirust activity all the evaluated species were 
over 90 %, which indicates a relation between the concentration of tioles and SOD 
with the antirust capacity of the extract. 
The obtained results demonstrate that these extracts have molecules with 
antioxidant properties promising. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Desde el punto de vista químico, los radicales libres, son todas aquellas especies 
químicas que en su estructura molecular poseen un electrón desapareado o impar 
en un orbital externo, lo que genera gran inestabilidad en estas moléculas y por 
ende una alta reactividad, propiedades por las cuales estas moléculas han atraido 
mucha atención en los ultimos años. Principalmente las especies reactivas de 
oxigeno (ROS), las cuales son generadas en el organismo por la acción de varios 
sistemas endogenos, la exposición a diferentes condiciones químicas o estados 
patofisiológicos (Devasagayam, Tilak, Boloor, Sane, Ghaskadbi, & Lele, 2004). 
Debido a su alta inestabilidad química, estas moléculas tienden a reaccionar con 
las biomoleculas del organismo, produciendo daños celulares. 
 
Es importante tener en cuenta que los organismos poseen un complejo sistema de 
defensa antioxidante que tiene como función combatir la acción de los radicales 
libres, dicho sistema está constituido por un grupo de moléculas que al estar 
presentes en menor concentración,  respecto a la concentración del sustrato 
oxidable, retrasan o previenen de manera importante la oxidación de este 
(Matkowski, 2008). Bajo condiciones fisiologicas normales, la concentración de las 
especeies antioxidantes es tal que  protege las células de los daños causados por 
los radicales libres, especialmente de las especies reactivas de oxígeno (ROS); el 
desequilibrio entre el sistema de defensa antioxidante y la concentración de  ROS, 
puede causar modificaciones, tales como ruptura e inestabilidad de la membrana 
celular, daño oxidativo al ADN, desnaturalización de las  de proteínas y 
peroxidación de lípidos (Gao , y otros, 2012). En el afán de combatir los efectos 
generados por las ROS se han utilizado antioxidantes sintéticos como el butil-
hidroxi-tolueno (BTH) y el butil-hidroxi-anisol (BHA), pero estas moléculas 
antioxidantes generan toxicidad en el organismo (Chakraborty, Raychaudhuri, & 
Bandyopadhyay, 2008). Razón por la cual en los ultimos años se ha generado 
gran interés en la investigación de compuestos que tengan actividad antioxidante y 
que puedan sere implementados como posibles agentes para el tratamiento de 
diferentes patologias a cuyo origen o desarrollo hay evidencia de la participacion  
de radicales libres. Patologias asociadas a ROS incluyen el cancer, enfermedades 
cardiovasculares y las enfermedades neurodegenerativas (Chakraborty, 
Raychaudhuri, & Bandyopadhyay, 2008).  
 
En la actualidad, se investiga el uso de antioxidantes de origen natural, puesto que 
los recursos naturales que poseen gran potencial y estabilidad antioxidante son 
abundantes. Muchos compuestos antioxidantes estan presentes en una gran 
variedad de suplementos alimenticios utilizados cotidianamente y también pueden 
estar presentes en plantas medicinales (Matkowski, 2008). Dentro de estos 
compuestos se pueden destacar los compuestos fenólicos, los cuales han sido 
ampliamente estudiados ya que han evidenciado propiedades antioxidantes 
importantes (Othman, Roblain, Chammen, Thonart, & Hamdi, 2009). Razón por la 
cual se pretende  cuantificar la concentración de tioles libres conocidos por su alta 
reactividad y poder electroílico y superoxido dismutasa enzima que constituye la 
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primera linea de deensa antioxidante en las células (Zelko, Mariani, & Folz, 2002) 
en 32 extractos metanólicos de especies de la Ecorregión Cafetera Colombiana 
pertenecientes a las familias Asteraceae, Euphorbiaceae y Piperaceae que 
puedan contribuir en la actividad antioxidante exhibida por el extracto. 
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1. MARCO TEÓRICO 
 
1.1. SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 
 
Los organismos aerobios mantienen un complejo sistemas de defensa 
antioxidante que tiene como función  mitigar el daño causado por el oxígeno como 
puede ser observado en la Figura 1, ya que la actividad de cadena respiratoria en 
la mitocondria genera ROS en el organismo. El sistema antioxidante se encuentra 
constituido por enzimas antioxidantes y moléculas antioxidantes de bajo peso 
molecular, como la glutationa (GSH), además de esto, las defensas antioxidantes 
son reforzadas con el consumo de moléculas que poseen actividad antioxidante 
como el ácido ascórbico, α-tocoferol y β-caroteno (Cardenas & Boveris, 2005). 
Las enzimas, constituyen la primera línea de defensa del organismo de los seres 
vivos la cual lo protege frente a las ROS producidos durante los procesos 
metabólicos (Maldonado Savedra , Jiménez Vásquez, Bernabé Vargas, Ceballos 
Reyes, & Mendez, 2010). En este grupo se destacan la Catalasa (CAT), la 
Glutationa Peroxidasa (GPx) y la Superóxido Dismutasa (SOD) (Montero, 1996), 
en la Figura 1 se muestra la función desempeñada por cada enzima, y el tipo de 
ROS en el que actúa. En la Figura 1 también se indica las enfermedades 
asociadas con la generación de ROS.  
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Figura 1 Cadena de reacciones para la producción de ROS, daños causados a    
biomoléculas y enzimas que actúan para prevenir la formación estos 
(Wojtovich & Foster, 2014). 
 
1.1.1. LA CATALASA (CAT) 
 
Las catalasas son un grupo de enzimas que catalizan la dismutación del peróxido 
de hidrógeno (H2O2) a oxigeno (O2) y agua (H2O). Estas incluyen un conjunto de 
hemo-enzimas y un grupo más pequeño de magnesio-enzimas (Nicholls, 2012). 
En la Figura 2 se ilustra la interacción de las hemo-catalasa con el peróxido de 
hidrogeno para prevenir la formación de radicales libres. 
 
 
 
Figura 2 Reacción de la catalasa con el peróxido de hidrogeno 
 
1.1.2. LA GLUTATIONA PEROXIDASA (GSH-Px) 
 
Esta enzima es encontrada en muchos tejidos animales, Han sido identificadas 4 
iso-formas de las GSH-Px idénticas en los humanos, dentro de estas se encuentra 
la Glutatión peroxidasa citosolica (cGSH-Px), Glutatión peroxidasa plasmática 
(plpGSH-Px), Fosfolípido hidroperóxido glutatión peroxidasa (phGSH-Px) y la 
gastrointestinal glutatión peroxidasa (Hernandez Mendoza & Rios-Lugo, 2009). La 
GSH-Px es la única enzima mitocondrial que usa el peróxido de hidrogeno (H2O2). 
La función de esta enzima es disminuir la per-oxidación mitocondrial (Cardenas & 
Boveris, 2005).  
La GSH-Px, son bastante particulares porque incorporan un residuo de seleno- 
cisteína en su sitio activo (Fátima, Huber, & Almeida, 2008), la phGSH-Px 
depende directamente de los niveles de Selenio en la célula, debido a que su 
función es principalmente antioxidante, esta se encuentra localizada en las 
membranas intracelulares (Hernandez Mendoza & Rios-Lugo, 2009). 
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1.1.3. LA SUPEROXIDO DISMUTASA  (SOD) 
 
Se ha establecido que el anión superóxido (O2
-•) es el punto de partida en la 
cadena de producción de radicales libres. La función de la SOD, es la inactivación 
de este radical por la transformación del O2
-• en peróxido de hidrogeno (H2O2), que 
en una etapa posterior es catabolisado rápidamente por la acción de la catalasa 
(CAT) o la glutationa peroxidasa (GPx) generando como productos finales agua 
(H2O) y oxigeno molecular (O2) ( (Menvielle-Bourg, 2005). 
Las superóxido Dismutasas (SODs) son una familia de metalo-enzimas que 
constituyen la primera línea de defensa antioxidante en la célula contra las ROS 
(Lee et al, 2013). Hasta el momento han sido identificadas tres isoformas de esta 
familia de enzimas, dos de estas isoformas contiene cobre (Cu) y Zinc (Zn) en su 
centro catalítico y están localizadas en los compartimientos citoplasmáticos 
intracelulares, la tercera integrante de esta familia ha sido localizada en la 
mitocondria de las células aerobias y posee manganeso (Mn) como cofactor 
(Zelko, Mariani, & Folz, 2002). 
 
Figura 3 Fuentes endógenas de señalización y participación de la SOD en el 
proceso bioxidativo. (Colleen & Navdeep, 2015) 
 
Por otra parte, el sistema de defensa antioxidante no enzimático está constituido 
principalmente por moléculas de bajo peso molecular como la glutationa, el ácido 
ascórbico, el ácido úrico y los tocoferoles (Matkowski, 2008). Esta constituye la 
segunda línea de defensa del organismo, su papel es secuestra los radicales 
libres residuales que no hayan sido neutralizados por el sistema enzimático 
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(Maldonado Savedra , Jiménez Vásquez, Bernabé Vargas, Ceballos Reyes, & 
Mendez, 2010). 
 
1.1.4. LA GLUTATIONA REDUCIDA (GSH) 
 
La glutationa es el tiol no proteico más abundante en las células. Su concentración 
es de aproximadamente 5µmol por gramo de tejido, similar a la concentración de 
la glucosa en las células. La glutationa es un tripeptido ɣ -Glutamil-Cistein-Glicina, 
como se muestra en la Figura 3. Este tiol es uno de los mejores buffer redox en la 
células, dado su alta concentración y la presencia de enzimas que catalizan la 
oxidación de la glutationa  (glutationa peroxidasa) y su reducción (glutationa 
reductasa) (Sastre, Pallardo, & Viña, 2005) para su reutilización. 
Figura 4 Estructura molecular de la glutationa (GSH) (Fátima, Huber, & Almeida, 
2008) 
 
La glutationa desempeña un papel central en la eliminación de Xenobióticos y en 
la defensa de las células contra el estrés oxidativo; en la Figura 4, se ilustra la 
reacción de la glutationa con el peróxido de hidrogeno, para prevenir la formación 
del radical hidroxilo que es altamente reactivo y en su lugar producir agua. Muchas 
de las reacciones en las que participa la glutationa involucran al grupo sulfihidrina 
(SH), que es altamente polarizable, denominado como un buen nucleófilo para 
reacciones con compuestos químicos electrolíticos, esta habilidad para donar 
electrones a otras moléculas convierte a la glutationa en un buen reductor (Fátima, 
Huber, & Almeida, 2008). 
Las funciones principales que desempeña la GSH son: 
 La destoxificación de drogas  
 El transporte de amino ácidos por el ciclo del ɣ -glutamil (Nozal, y otros, 
1997). 
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 Sirve de cofactor en reacciones enzimáticas del sistema antioxidante 
celular 
 
H2O2 + 2GSH
GPx
GSSG + 2H 2O
GSSG + NADPH + H
+
GR
2GSH + NADPH
+
 
Figura 5 Mecanismo de acción de la GSH contra el radical hidroxilo  (Greenspan 
& Arouma, 1993). 
 
Para que la actividad protectora de la glutationa se exprese en la reducción de 
especies oxidantes, es necesario que se dé la oxidación de la glutationa (GSH) a 
glutationa bisulfito (GSSG). La glutationa precisa ser regenerada a través de un 
ciclo catalítico. Donde se conoce la participación de tres grupos de enzimas: La 
glutationa oxidasa (GO), la glutationa peroxidasa (GSH-Px) y la glutationa 
reductasa (GR). Las dos primeras enzimas (GO y GSH-Px) catalizan la oxidación 
de la GSH a GSSG y la otra enzima (GR) es la responsable de la regeneración de 
la glutationa en presencia de NADPH (Fátima, Huber, & Almeida, 2008) . 
 
1.2. GENERALIDADES SOBRE LOS RADICALES LIBRES 
 
Los radicales libres son átomos o grupos de átomos con un número  impar de 
electrones, los cuales presentan una alta reactividad química y pueden generar 
una cadena de reacciones al entrar en contacto con otras moléculas, Las cadenas 
de reacción se dan en varios pasos, que conllevan a la formación de un radical 
libre, el cual desencadena el siguiente paso. Los radicales libres incluyen 
principalmente, las especies reactivas de oxígeno (ROS) y  las especies reactivas 
de nitrógeno (NOS)  (Wu, Kosten, & Zhang, 2013). Sin embargo  cuando los 
radicales libres se encuentran en bajas concentraciones son esenciales en varios 
procesos fisiológicos que incluyen la fosforilación de proteínas, la transcripción del 
factor de activación, la diferenciación de células, la defensa de las células contra 
los microorganismos (Rajendran, y otros, 2014) y el control de la presión 
sanguínea cuando el NO● actúa como cofactor de relajación de los vasos del 
musculo liso (Chirino, Orozco - Ibarra, & Pedraza - Chaverri, 2006). 
 
21 
 
1.2.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 
 
El oxígeno es un elemento esencial para los procesos que sostienen la mayoría de 
los tipos de vida, dentro de estos procesos  se destaca en particular la respiración 
celular. Sin embargo durante el uso de este elemento, se pueden generar 
moléculas reactivas, llamados radicales libres (Menvielle-Bourg, 2005), en la Tabla 
1 se dan algunas generalidades sobre los ROS más estudiados. 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) representan un grupo de moléculas 
químicamente derivadas del oxígeno (Nordberg & Arnér, 2001) generados en los 
sistemas de vida. La generación de los ROS se deriva de los roles contradictorios 
que desempeña el oxígeno en el metabolismo, por una parte, este es esencial 
para la vida y las respiración aerobia, pero por otra parte el proceso de reducción 
del oxígeno molecular (O2) a agua (H2O), puede generar radicales libres como 
productos  intermediarios de la reacción (Wu, Kosten, & Zhang, 2013) los cuales 
se pueden observar en la Figura 6.  
 
 
 
 
Figura 6 Reacción secuencial y uniequivalente del oxígeno molecular (Martinez 
Cayuela, 1998) 
 
Dentro de los ROS de mayor importancia biológica se encuentran, el anión 
Superóxido (O2
•-),  el Peróxido de Hidrógeno (H2O2) y el radical Hidroxilo (HO
•), los 
cuales son altamente reactivos y reaccionan rápidamente con otras sustancias 
incluyendo en ADN, las membranas lipídicas y las proteínas causando daños en 
estas biomoléculas, cuando su concentración aumenta por encima de la 
capacidad antioxidante celular, proceso que se conoce como estrés oxidativo. Sin 
embargo los ROS tienen roles de vital importancia en la célula como señalizadores 
intracelulares y en el proceso de regulación redox (Nordberg & Arnér, 2001).  
 
 
 
 
O2    
e-        O2
•-   e- +2H+   H2O2   
e- + H+      HO•   e- + H+    H2O        
                                                               H2O2 
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Tabla 1. Generalidades sobre las principales especies reactivas de oxígeno. 
RADICAL 
 
CARACTERÍSTICAS 
IÓN SUPEROXIDO (O2
•-) 
 
Es un anión generado a partir del oxígeno 
molecular (O2), debido a la adición de un 
electrón, es generado en el interior de la 
membrana mitocondrial, como parte del 
mecanismo de reducción de O2 a H2O2 (Knak 
& Svend, 2003). Esta molécula tiene la 
capacidad de penetrar la membrana 
lipídica, por otra parte este también puede 
ser generado de manera endógena por la 
acción de flavoenzimas (Nordberg & Arnér, 
2001), como la Xantina Oxidoreductasa 
(Mendosa Coussette, García Piñeiro, 
Gastell, & Amador Armenteros, 2005) 
 
PERÓXIDO DE HIDRÓGENO (H2O2) 
 
Esta molécula no es considerada un radical 
libre, pero si es una molécula con poder 
oxidante (Knak & Svend, 2003)  , puede 
penetrar las membranas biológicas y puede 
formar un intermediario en la producción de 
moléculas ROS, incluyendo HOCl y el 
radical hidroxilo (•OH) en presencia de un 
metal de transición (Nordberg & Arnér, 
2001). 
 
RADICAL HIDROXILO (•OH) 
 
Este radical posee una alta reactividad 
química con las biomoléculas, es 
probablemente el culpable de causar más 
daño en los sistemas biológicos en 
comparación con  otros ROS. Esta 
molécula es el producto de reacción del 
peróxido de hidrogeno cuando es 
catalizado por iones metálicos como el Fe2+ 
o el Cu+ (Nordberg & Arnér, 2001). 
 
ÓXIDO NÍTRICO (NO) 
 
Se encuentra principalmente en lo tejidos 
biológicos. Representa un miembro singular 
de esta familia de radicales, es similar al 
radical superóxido en muchos aspectos, 
pero este no reacciona fácilmente con las 
moléculas biológicas (Nordberg & Arnér, 
2001), su reacción más notable es la que se 
da con el radical O2
•-, dando como producto 
el radical peroxinitrito (ONOO-) (Knak & 
Svend, 2003). 
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ESTRÉS OXIDATIVO 
El estrés oxidativo ocurre como consecuencia de anomalías en el control oxido-
reducción, cuando hay una generación excesiva de ROS y/o insuficiencia en el 
sistema de defensa antioxidante. Cuando hay un equilibrio en el estado redox  con 
los niveles apropiados de ROS, estas especies reactivas de oxígenos son 
necesarias y benéficas para las funciones fisiológicas normales. Estos pueden 
proteger la célula de infecciones porque destruyen los patógenos invasores, 
además estas poseen un rol secundario como mensajeros en la regulación el 
funcionamiento de las células  cardiacas y vasculares,  también están envueltos 
en la regulación intracelular de la concentración de calcio, la fosforilación y  
desfosforilación de proteínas (Wu, Kosten, & Zhang, 2013). 
 
1.2.2. MECANISMOS GENERADORES DE ESPECIES REACTIVAS DE 
OXÍGENO (ROS) 
 
Los radicales libres son generados comúnmente en formas de vida aeróbicas, 
debido al metabolismo intracelular  normal del oxígeno y por fuentes exógenas 
como la radiación ionizante, radiación UV, drogas que estimulen los ciclos redox, 
compuestos carcinogénicos, la contaminación ambiental, etc (Dizdaroglu & 
Jaruga, 2012). 
 
1.2.2.1. LA MITOCONDRIA  
 
La mitocondria es considerada como un organelo celular presente en  las células 
eucariotas, en las que tiene como función producir la energía  requerida para 
conducir los procesos bioquímicos endergónicos de la célula. Sin embargo, este 
organelo celular tan importante, también es la principal fuente biológica de 
producción de radicales libres (Cardenas & Boveris, 2005). 
 
 
1.2.3. TOXICIDAD DE LOS ROS 
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1.2.3.1. DAÑO EN ÁCIDOS NUCLEICOS 
 
El radical hidroxilo (•OH), reacciona con los constituyentes cercanos al ADN, 
causando daños a las bases heterocíclicas por diferentes mecanismos. Como la 
adición de e-aq a protones •H que se encuentran unidos a los doblen enlaces en las 
bases de ADN, en consecuencia, si el daño generado en el ADN no es reparado, 
puede inducir a la inestabilidad genética, evidente en el proceso de 
carcinogénesis. Hay evidencias de la reacción de este radical con la Guanina 
(Gua), la cual es un buen donador electrónico, por tanto se oxida con facilidad al 
interactuar con el radical hidroxilo, en estas reacciones el •OH puede adicionarse 
directamente en las posiciones –C4, -C5, -C8 y –C2  en menor grado, donde se 
presenta la abstracción de un •H que es remplazado por el radical •OH del grupo 
NH2 enlazado al –C2 (Dizdaroglu & Jaruga, 2012), ilustrada en la Figura 6. 
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Figura 7 Radicales formados por la interacción de la guanina con el radical 
hidroxilo (Dizdaroglu & Jaruga, 2012). 
 
La Adenina también participa en reacciones de oxidación con este radical (Ver 
Figura 7) pero con mayor dificultad  en comparación a la Guanina, la reacción se 
da por adición de un grupo •OH al doble enlace, en las posiciones –C4 y –C8 en 
proporciones del 50% y 37% respectivamente, las posiciones –C5 y –C2 se dan 
en una proporción considerablemente menor (Dizdaroglu & Jaruga, 2012). 
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Figura 8 Radicales formados por la interacción de la Adenina con el radical 
Hidroxilo (Dizdaroglu & Jaruga, 2012) 
 
El radical hidroxilo, tambien reacciona con la tiamina al adicionarse  al C5-C6 del 
doble enlace de la molécula como se ilustra en la Figura 8, la adición del grupo 
hidroxilo en el –C5 se da en una proporción del 60%, mientras que la adición de 
este grupo en el –C6  es de aproximadamente el 30%, tambien es posible la 
abstracción de un •H del grupo metilo en un grado menor (10%). Esta reacción con 
el grupo hidroxilo (•OH) genera como productos los radicales C5-OH y C6-OH 
(Dizdaroglu & Jaruga, 2012). 
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Figura 9 Radicales formados por la interacción de la Tiamina con el radical 
Hidroxilo (Dizdaroglu & Jaruga, 2012). 
 
La reacción de la citosina con el radical hidroxilo da como productos de reacción  
los radicales C5-OH y C6-OH ilustrados en la Figura 9, la adición del radical en el 
C5 y el  C6 es posible en diferentes proporciones 87% y 10% respectivamente, 
debido a la alta densidad electrónica del C5 respecto al C6 (Dizdaroglu & Jaruga, 
2012). 
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Figura 10 Radicales formados por la interacción de la Citosina con el radical 
Hidroxilo (Dizdaroglu & Jaruga, 2012). 
 
1.2.3.2. DAÑO DE LÍPIDOS Y MEMBRANAS 
 
La oxidación de lípidos es considerado un proceso toxico que conlleva a la 
descomposición de membranas, inactivación de enzimas, fraccionamiento de ADN 
y deterioro de las funciones celulares. (Schaich, Shahidi, Zhong, & Eskin, 2013). 
La oxidación de lípidos ocurre principalmente después de la reacción del oxígeno 
con ácidos grasos insaturados. Es importante reconocer que el proceso de 
oxidación ocurre en el lugar donde los ácidos grasos insaturados son 
almacenados.  Este proceso de oxidación se da mediante una cadena de 
reacciones con los radicales libres, que tiene lugar en tres etapas la iniciación, la 
propagación y la finalización, descritas en la Figura 10 (Schaich, Shahidi, Zhong, & 
Eskin, 2013). 
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En la primera fase, el mecanismo para esta etapa no se encuentra bien elucidado, 
pero en esta se obtienen como productos radicales libres, entre el oxígeno y 
radicales libres del carbono como el peroxy (RO2•), (RO•) y alquil (R•). Estos 
radicales, pueden reaccionar con oxígeno en una reacción rápida. Si se da la 
formación del radical peroxy, este ataca otras moléculas de ácidos grasos, donde 
remueve un hidrogeno de la molécula atacada,  generando como productos de 
reacción un hidroperóxido y un radical libre. La razón por la cual esta reacción es 
considerada destructiva, se debe a que la molécula de hidroperóxido se puede 
dividir y generar dos radicales libres, el radical peroxy (RO2•), el radical hidroxilo 
(•OH) y agua, esta etapa de ramificación es donde se da una proliferación de 
radicales libres , los cuales pueden regresar a reaccionar en la etapa de 
propagación, en este punto la reacción llega a ser autocatalítica, para alcanzar 
finalmente la etapa de finalización (Hamilton, Kalu, Prisk, Padley, & Pierce, 1997) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 Reacciones de autoxidación de lípidos (Hamilton, Kalu, Prisk, Padley, & 
Pierce, 1997) 
La peroxidación de lípidos de membranas biológicas es un proceso destructivo. La 
membrana de fosfolípidos posee átomos de hidrógenos adyacentes a enlaces 
Iniciación 
RH + O2               R∙ + RO2∙ + OH∙ + H2O 
Propagación 
R∙ + O2                 RO2∙ 
RO2∙ + RH              ROOH + R∙ 
Derivación 
ROOH                RO∙ + OH∙ 
2ROOH                ROO∙ + RO∙ + H2O 
Finalización 
2R∙                 R-R 
R∙ + RO2∙                 ROOH 
RO2∙ + RO2∙                 ROOH + O2 
R∙ = Radical de ácido graso 
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olefílicos no conjugados, lo cual hace que estos átomos sean altamente 
susceptibles a la oxidación por acción de radicales libres (Griffiths, 2005). 
Las ROS reaccionan con ácidos grasos poliinsaturados para inducir la liberación 
de metabolitos de aldehídos los cuales son altamente tóxicos y reactivos, como el 
Malondialdehído  (MDA), que es un producto final de la peroxidación de lípidos 
(LPO). El MDA puede estar relacionado con la promoción de tumores, porque este 
puede interactuar con los grupos funcionales de una variedad de compuestos 
celulares (Yang , Liu, Qin, Wu, & Chen, 2004). 
 
1.2.3.3. DAÑO DE PROTEINAS  
 
Las proteína constituyen más del 50% del peso seco de las células, por esta razón 
son un blanco importante para los ROS (Griffiths et al., 2005). Los radicales libres 
pueden reaccionar con las proteínas mediante diferentes vías. La primera consiste 
en el ataque de la cadena principal, mediante la abstracción de un átomo de 
hidrogeno del carbono α, dando como producto un radical centrado en el carbono. 
Esta especie parece tener dos destinos de reacción con otro radical para reducir la 
especie, la cual puede aumentar el acoplamiento del electrón con el grupo 
carbonilo del enlace peptídico. La segunda vía de reacción consiste en la 
interacción del radical con residuos aromáticos la reacción que se lleva a cabo 
entre estas dos moléculas es la de adicción (Davies, 2005). 
Dentro de las reacciones más comunes se encuentra: 
 La oxidación de cadenas laterales que contienen azufre 
 Cloración de las aminas presentes en la cadena lateral 
 La oxidación de histidinas y triptófanos 
 Formación de ditirosina 
Los objetivos más vulnerables en las proteínas son las cadenas laterales que 
contienen azufre de residuos de cisteina (Cys) y metionina (Met), donde el ácido 
hipocloroso (HOCl), clora rápidamente los tioles de Cys (R-SH) para formar R-SCl, 
los tioles clorados, atacan directamente tioles y aminas o intercambian H2O para 
formar ácido sulfénico (R-SOH).  
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Figura 12 Reactividad de las ROS con las diferentes biomoléculas: A. Radical 
hidroxilo; B. Oxigeno singlete (Davies, 2005). 
 
 
1.2.4. COMPUESTOS ANTIOXIDANTES  
 
Un antioxidante es un compuesto que inhibe o retrasa la oxidación de sustratos, si 
el compuesto está presente en una concentración significativamente menor a la 
del sustrato oxidado. La captura de ROS es uno de los posibles mecanismos de 
acción. Otros consisten en  la prevención de la formación de las ROS (Matkowski, 
2008).  Las plantas contienen una gran cantidad de metabolitos secundarios que 
pueden presentar actividad antioxidante, entre estos se encuentran: 
Los polifenoles, estos compuestos son los responsables de realizar la mayor 
contribución en la capacidad de captura de radicales libres, a raíz de esto en 
muchas investigaciones se ha establecido una relación directa entre el contenido 
de fenoles y la actividad antioxidante (Al-Jabe, Awaad & Moses et al, 2011). 
Los flavonoides, las cumarinas o benzopironas (α-Pironas), Tambien forman parte 
de compuestos fenólicos y otras estructuras como los alcaloides, algunas de estas 
estructuras son importantes núcleos fitoquímicos que tienen la capacidad de 
inhibir las especies de oxigeno singlete (1O 2) y capturar el anión superóxido, 
previniendo mediante estos mecanismos la peroxidación de lípidos (Al-Jabe, 
Awaad & Moses et al, 2011).  
Antronas y antraquinonas. estas moléculas poseen dos grupos cetona en su 
estructura, dispuestos en las posiciones C9 y C10 (Ver Figura 12), estos 
compuestos son encontrados en plantas. Estos grupos tienden a ser reducidos 
fácilmente para convertirsen en antroquinoides (Yen, 2000). Las antraquinonas, 
acompañadas por un grupo funcional adicional en el grupo fenil, presentan 
actividades efectivas contra ciertas enfermedades (Yen, 2000). 
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Figura 13 Estructura molecular de algunos metabolitos con capacidad      
antioxidante 
 
1.2.4.1. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
 
La capacidad de los compuestos antioxidantes para la captura de radicales libres 
de manera in vitro ha sido evaluada por diferentes métodos bajo condiciones 
diferentes. La realizada con mayor frecuencia son las reacciones de competencia 
usando espectrometría de absorción UV/visible (Niki, 2010). 
Muchos compuestos antioxidantes reaccionan con el 1,1-Difenil-2-picril-hidracilo 
(DPPH) por transferencia de un átomo de hidrogeno, transferencia de un electrón,  
seguido por la transferencia de un protón. Dependiendo de la molécula 
antioxidante. Esta reacción es seguida por una disminución en la absorbancia a 
520nm (Niki, 2010). 
 
 
1.3. GENERALIDADES SOBRE LOS TIOLES 
 
Los compuestos tipo tiol  son encontrados en gran variedad de materiales 
naturales, estos son los principales responsables de los aromas de varios 
alimentos, también pueden ser encontrados en las plantas (Roy, 2012) 
O
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O
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1.3.1. ESTRUCTURA DE ALGUNOS TIOLES CON ACTIVIDAD BIOLÓGICA 
 
Los tioles son uno de los grupos nucleofílicos más fuertes en las células, los 
cuales participan en reacciones químicas, dando a que las moléculas que 
contienen grupos tiol dentro de su estructura desempreñan un rol primario en la 
homeostasis redox celular, en el control de las actividades enzimáticas y en la 
destoxificación de especies reactivas de oxigeno/ nitrógeno y xenobioticos (Masi, 
Fabrega-Prants, & Pivato, 2014). 
Los biotioles son antioxidantes importantes, que se encargan de proteger la célula 
del daño oxidativo. Algunos de estos biotioles pueden ser encontrados en frutas y 
verduras como es caso de la N-acetilcisteina (NAC), la cual es usada como 
tratamiento para la bronquitis crónica (Manda, Adams, & Ercal, 2010).  
 
1.3.2. REACTIVIDAD 
 
La energía del enlace S-H (339 KJ/mol) es menor en contraste con la del enlace 
O-H (462 KJ/mol), razón por la cual los puentes de hidrógeno formados entre 
sulfuros son altamente disociables en comparación a los formados con el oxígeno 
(Roy, 2012).  
Los tioles son fácilmente convertidos en disulfuros por la acción de agentes 
oxidantes (Roy, 2012), como se puede observar en la reacción ilustrada en la 
Figura 13. 
 
 
Figura 14 Reacción de oxidación de los tioles (Roy, 2012). 
 
1.3.3. CUANTIFICACIÓN DE TIOLES POR COLORIMETRIA 
 
El método clásico para la determinación de compuestos tipo tiol se fundamenta en 
el uso de un reactivo cromo-génico como el ácido 5,5’-Ditiobis-(2-
nitobenzóico)(DTNB), mejor conocido como el reactivo de Ellman’s. Este 
compuesto posee un enlace bisulfito, mediante el cual se lleva a cabo la reducción 
2R-SH                       R-S-S-R 
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estequiométrica de los tioles libres; en una reacción de intercambio (Winther & 
Thorpe, 2014). De estas interacciones químicas se obtiene como producto final de 
reacción el cromógeno  acido 5-Tio-2-nitobenzoico (TNB) como se ilustra en la 
Figura 14, el cual  posee un máximo de absorbancia a 412nm  (Rahman, Kode, & 
Biswas, 2007). 
 
Figura 15 Formación del cromógeno TNB (Winther & Thorpe, 2014). 
 
1.4. GENERALIDADES SOBRE LA FAMILIAS ASTERACEAE, 
EUPHORBIACEAE Y PIPERACEAE 
 
1.4.1. FAMILIA ASTERACEAE 
 
1.4.1.1. DESCRIPCIÓN MORFOLÓGICA 
 
La familia está constituida por plantas herbáceas, excepcionalmente arbóreas, 
erectas, trepadoras o rastreras, son material de reserva de carbohidratos, algunas 
producen compuestos aromáticos y otras latex. 
 
La familia Asteraceae está ampliamente distribuida por todo el mundo como se 
muestra en la Figura 15, pero se encuentran principalmente en regiones 
semiáridas, tropicales y subtropicales del planeta. 
 
1.4.1.2. DISTRIBUCIÓN Y USOS 
 
La familia Asteraceae está constituida por 1700 géneros y 24000-30000 especies 
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distibuidas por todo el mundo (KATINAS, GUTIÉRREZ, GROSSI, & CRISCI, 
2007)). En el territorio colombiano, exactamente en el departamento de Antioquia, 
se encuentran registrados  490 géneros de esta familia (Missouri Botanical 
Garden). 
 
 
Figura 16 Distribución global de la familia Asteraceae 
 
1.4.2. FAMILIA EUPHORBIACEAE 
1.4.2.1. DESCRIPCIÓN MORFOLÓGICA 
 
Son yerbas, arbustos, árboles y frecuentemente vegetales crasos, que prefieren 
en general la zona cálida (García Barriga, 1992) 
1.4.2.2. DISTRIBUCIÓN Y USOS 
 
La familia Euphorbiaceae es una de las más diversas entre las angiospermas. La 
constituyen cinco subfamilias, 49 tribus, 317 géneros y cerca de 8100 especies, 
distribuidas principalmente en las zonas tropicales y subtropicales del mundo 
(García Barriga, 1992), como puede ser observado en la Figura 16. 
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Figura 17 Contribución global de la familia euphorbiaceae (Guias de consulta de 
diversidad vegetal. FACENA (UNNE)) 
 
En la región cafetera del país, especificamente en el departamento del Quindío, se 
reporta la presencia de 40 especies, agrupadas dentro de 16 géneros; que 
representan el 10.26% de las especies estimadas para Colombia (Maya & 
Agudelo, 2009). 
 
Tabla 2 Usos comunes de algunas especies de la familia Euphorbiaceae 
ESPECIE USOS 
Ricinus Communis 
L 
Sus semillas son utilizadas para la extracción de aceite de risino,  
el cual posee usos industriales.  
Phyllanthus 
Lathyroides Muell 
Utilizada en la medicina popular para el tratamiento de los cálculos 
renales. 
 
1.4.3. FAMILIA PIPERACEAE 
1.4.3.1. DESCRIPCIÓN MORFOLÓGICA 
 
Es una familia de hierbas, arbustos y árboles pequeños, de distribución 
pantropical, en Colombia existen dos géneros predominantes el piper y el 
piperonia. Se caracterizan por presentar hojas simples, alternas, con el peciolo 
envolviendo la rama (de aspecto similar a estipulas), sin exudado, con 
inflorescencias características en amentos. Son especies abundantes en zonas 
húmedas desde los 0 hasta los 3000 m. Su importancia principal es el alimento de 
fauna silvestre y la conservación de márgenes hídricas. 
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1.4.3.2. DISTRIBUCIÓN Y USOS 
 
Es una familia originaria de las regiones tropicales de ambos hemisferios. Habitan 
en selvas y bosques húmedos, las cuales son ilustradas en la Figura 17. De 
acuerdo al  sistema APG II (Angiosperm Phylogeny Group II system) (2003) 
existen 10 géneros y 3600 especies. La familia Piperaceae se agrupa en 5 
géneros principales: Piper Peperomia, Zippelia, Manekia y Verhuelliade; entre los 
cuales los más importantes y extensos son el género Piper seguido por, el 
Peperomia (Parra, 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18 Distribución global de la familia Piperaceae (FACENA.(UNNE)) 
 
La gran variedad de especies que constituyen esta familia, convierte a las 
piperaceaes en un foco importante para investigaciones científicas, que busquen 
la separación e identificación de compuestos con actividades biológicas 
considerables, ya que especies pertenecientes a esta familia han sido utilizadas 
desde tiempos ancestrales como tratamientos médicos, algunos de ellos son 
descritos en la Tabla 3. 
Tabla 3 Especies de la familia Piperaceaes y aprovechamientos. 
ESPECIE USOS 
Piper Betle L La raíz de esta planta fue usada por las culturas asiáticas 
como anticonceptivo (Calle)  
Piper Cubeba LF Sus frutos fueron usados como tratamiento para 
enfermedades genitourinarias por médicos árabes y persas 
(Calle) 
Piper Nigrum L Cultivada en países tropicales por sus frutos utilizados 
como condimento. La pimienta blanca obtenida de los 
frutos maduros y la negra a partir de los inmaduro ( 
Novara, 1988) 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. OBJETIVO GENERAL 
 
Cuantificar tioles libres y SOD mediante la implementación de curvas de 
calibración con Glutationa (GSH) y Superoxido Dismutasa (SOD). 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1 Determinar la concentración de tioles libres presentes en los extractos 
metanólicos de las familias en estudio, con la implementación del método 
colorimétrico. 
 
2 Evaluar la concentración de Superóxido Dismutasa presente en los 
extractos en estudio, que obtuvieron una concetración de tioles libres 
considerable, mediante la implementación de tecnicas fotométricas  
 
3 Determinar la capacidad captadora de radicales libres (%AA) mediante el 
método de DPPH•  en los extractos metanolicos de las especies que 
presenten mayor concentración de tioles. Mediante la implementación del 
método fotométrico. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
El oxígeno es un elemento necesario para llevar a cabo los principales procesos 
biológicos de los organismos aerobios, al ser metabolizado se generan especies 
reactivas de oxigeno (ROS), Las cuales cumplen funciones biológicas importantes, 
siempre que se encuentran en concentraciones bajas, pero cuando la 
concentración de estas aumenta generando un desequilibrio entre las ROS y las 
moléculas que componen el sistema de defensa antioxidante, los radicales libres 
en exceso reaccionan con los componentes celulares causando efectos negativos 
en la salud (Gao , y otros, 2012). 
 
Es debido a la toxicidad de estas especies reactivas de oxígeno, que laboratorios 
de todo el mundo se han dedicado a la investigación de posibles compuestos de 
origen natural que tengan la capacidad de prevenir o mitigar el daño causado por 
estos radicales libres, con miras a la utilización de estos como posibles agentes 
terapéuticos para el tratamiento de las diferentes afecciones atribuidas a la acción 
de las ROS al interactuar con las biomoléculas del organismo, como la diabetes, 
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas y cáncer 
(Kumar, Lemos, Sharma & Shriram et al, 2013).  
 
Enfermedades que en la actualidad son las principales causas de muerte no 
contagiosas en todo el mundo, las enfermedades cardiovasculares causaron 
17millones de muertes y la diabetes 1.3 millones (WHO, 2008). Por su parte para 
el año 2012 fueron registrados 14.1 millones de casos nuevos de cáncer y 8.2 
millones de muertes debidas a esta enfermedad (GLOBOCAN, 2012). Debido a 
que los antioxidantes sintéticos usados comúnmente para la preservación de los 
alimentos como el Butilato de hidroxiansol (BHA)  y el Butilato de hidroxitolueno 
(BHT), pueden ser acumulados en el organismo causando graves daños, entre los 
cuales se les atribuye la generación de carcinogénesis (Gao , y otros, 2012), se 
genera la necesidad de descubrir moléculas que manifiesten actividad antioxidante 
y no tengan efectos adversos en el organismo. 
 
 Para este fin, las plantas son la principal fuente de investigación ya que estas 
contienen gran variedad de fitoquímicos como los fenoles y flavonoides que 
presentan importantes actividades biológicas (Ercal, Adams & Manda et al, 2010) 
y son los de mayor estudio en la actualidad, pero estos no son los únicos núcleos 
fitoquímicos que pueden presentar actividad, dentro de estos también podemos 
encontrar los tioles (Mruk et al, 2002), alcaloides, terpenos y otras estructuras.    
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En consecuencia a la necesidad de adquirir un mayor conocimiento acerca de este 
tipo de moléculas y teniendo en cuenta que el territorio Colombiano cuenta con 
una gran biodiversidad de especies de las familias en estudio, se propone  llevar a 
cabo la investigación de los extractos metanolicos de 32 especies pertenecientes 
a las familias Asteraceae, Euphorbiaceae y Piperaceae, con objetivo de cuantificar 
la concentración de tioles libres y superóxido dismutasa (SOD), presentes en 
estos extractos que puedan contribuir a la capacidad antioxidante de los mismos.     
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4. METODOLOGIA 
 
4.1. LUGAR DE REALIZACIÓN DEL PROYECTO 
 
El trabajo experimental se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de 
Biotecnología - Productos Naturales (GB-PN), perteneciente a la Escuela de 
Tecnología Química, de la  Universidad Tecnológica de Pereira, con una 
temperatura promedio de 22°C y una humedad relativa de 85%. 
4.2. MATERIALES 
 
4.2.1. REACTIVOS 
 
Los solventes utilizados para la extracción fueron grado comercial (Profinas S.A.S, 
Bogotá, Colombia). Cromatofolios Silica Gel 20X20 cm, para cromatografía de 
capa delgada (Merck, Darmastandt, Alemania). Solventes para cromatografía 
Metanol, Acetonitrilo (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri), Isopropanol 
(Honeywell, Morristown, New Jersey). 
Superoxido Dismutasa extraída de hígado de bovino 1.7 mg Protein/ mL, 3277 
Units/ mg Protein, Xantina Oxidasa extraída de leche de bovino grado I 13 mg 
Protein/ mL, 0.8 Units/ mg Protein, L-Glutationa reducida 98-100%, 5,5’- Ditiobis 
(2- ácido nitro benzoico) 99%, 5- Ácido Sulfosalicílico  dihidratado 99%,  Ácido 
Sulfanílico 99%, Hidroxilamina hidroclorada 99%, α- Naftilamina, Xantina >99%, 
2,2- Difenil-1-picrihidrazil (DPPH·) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri), Hidroxido 
de sodio, Hidroquinona >99% (Merk, Darmstadt, Alemania), Potassio fosfato 
monobásico (KH2PO4) 98% (Carlo Erba, Milano, Italia), Sodio Fosfato Bibásico 
Anhidrido 99.8% (J.T. Bake, Phillipsburg, USA). 
 
4.2.2. EQUIPOS  
 
 Balanza analítica Ohaus Adventure (Parsippany, New Jersey). 
 Lector de Microplacas Multiskan Go, Thermo Scientific (Waltham, 
Massachusetts). 
 Micropipetas Unicanal Eppendorf con capacidad volumétrica de 0.1-10 µL, 
10-100 µL, 100-1000 µL (Hamburgo, Alemania). 
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 Micropipeta Multicanal FisherBrand Elite 30-300 µL (Waltham, 
Massachusetts). 
 Refrigerador para el almacenamiento de reactivos, Whirlpool (Benton 
Harbor, Michigan). 
 Rotaevaporador Laborota 4003, Heidolph Instruments GmbH & Co 
(Schwabach, Alemania). 
 Baño termostático, Memmert GmBH & Co (Schwabach, Alemania).  
 
4.2.3. MATERIAL VEGETAL 
 
El material vegetal usado para la obtención de los extractos metanólicos, fue 
caracterizado por el taxónomo del herbario de la Universidad de Antioquia 
Francisco Javier Roldan y recolectado en diferentes reservas naturales de la 
Ecorregión Cafetera Colombiana, el Parque Regional Natural Ucumarí 
[4º43´22.0´´N y 75º33´90´´W] entre los municipios de Pereira y Santa Rosa de 
Cabal en la Cuenca media y alta del río Otún. Tiene un área total de 3986 
hectáreas y se ubica en la vertiente occidental de la cordillera central entre los 
1850 y 2600 metros sobre el nivel del mar (Risaralda Turística, 2008), Alto del 
Nudo [4°52´35.4´´N  y 75°42´53.5´´W], La Nona y La Marcada [4°53´53.1´´N y 
75°43´21.9´´W]. En Manizales, en el Parque Los Yarumos [5°04´23.9´´N y 
75°29´11.7´´W] y en Filandia en la Zona de Reserva Bremen - La Popa 
[4º40´40.0´´N y 75º37´15´´W] (CQR), Las especies vegetales con las cuales se 
realizó la parte experimental de este proyecto se encuentran registradas en la 
tabla 4:  
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Tabla 4 Especies vegetales utilizadas para la realización del proyecto. 
FAMILIA ESPECIE FJR UTP 
 
Mikania bonistenae 3965 124 
 
Mikania lloensis 3977 136 
 
Aspilia (Tilesia baccata) 3974 133 
 
Pentacalya urbanii 3963 122 
 
Vernonia 3976 135 
Asteraceae 
 
 
 
 
 
 
Citroniella 3968 127 
Clibadium pentaneaen 3966 125 
Baccharis 3972 131 
Mikania leiostachya benth 3175 22 
Quinqueneruis spp 3750 81 
Montanoa sp 3749 80 
Citronella acuminata 4049 195 
 
Hyeronima 3971 130 
 
Alchornea grandis 3982 140 
 
Alchornea calophylla 3969 128 
 
Acalypha diversifolia 3967 126 
 
Croton magdalenensis Mull. Arg. 3736 70 
Euphorbiaceae Alchornea glandulosa poepp 3742 75 
 
Sapium stylare Mull. Arg. 3160 7 
 
Hyeronima antioquiensis 3905 85 
 
Acalypha paltyphylla 3910 90 
 
Alchormea grandiflora Mull. Arg. 3727 63 
 
Acalypha macrostachya 3738 72 
 
Hyeronnima macrocarpa Mull. Arg 3196 42 
 
Piper crassinervium 4021 167 
 
Piper pesaresanum 3996 148 
 
Piper umbellatum 4012 163 
Piperaceae Piperomia acuminata 4002 154 
 
Piper eriopodon 4007 158 
 
Piper glanduligerum 4026 172 
 
Piper calceolarium 4048 194 
 
Piper Daniel-gonzalezii 4051 197 
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4.3. OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS 
 
La metodología utilizada para la obtención de los extractos, consistio en someter 
el maerial vegetal, previamente secado y molido a maseración pasiva, utilizado 
solventes de polaridad creciente (Hexano, Diclorometano y Metanol) con el 
material vegetal (Niño, Mosquera, Correa, & Narváez, 2006). Como se muestra en 
la figura 18: 
Extractos de Hexano 
Recolección del material vegetal (Parte aérea) 
Secar material vegetal a 50ºC x 72 horas 
 
Moler el material vegetal seco 
Pesar 300g del material seco y molido 
Pre-Extracción con  de Hexano (X3)  
Marco de la planta  
Extracción con CH2Cl2 (X3) 
Extractos de CH2Cl2 Marco de la planta 
Extracción con MeOH (X3) 
Extractos de MeOH 
Concentrar extracto en rota-evaporador 
Almacenar a  4°C  para hasta su utilización 
 
45 
 
 
 
Figura 3 Protocolo para la obtención de los extractos de los materiales vegetales 
(Niño, Mosquera, Correa, & Narváez, 2006). 
Vale la pena destacar que para la realización de la parte experimental de este 
proyecto solo se utilizaron los extractos metanólicos de las especies en estudio, 
debido a que estudios previos realizados por el GB-PN han exhibido un alto 
potencial antioxidante en estos extractos, se pretende evaluar estos, con el fin de 
demostrar que esta actividad no solo es atribuida a especies de naturaleza 
fenólica. 
4.4. CUANTIFICACIÓN DE TIOLES LIBRES 
 
Para la ejecución de esta actividad, fue necesaria la realización de una curva de 
calibración, para la cual se usó como tiol de referencia la glutationa (GSH). En la 
Tabla 5 se muestra los reactivos utilizados y su elaboración, tanto para los 
estándares de la curva de calibración como para los extractos en estudio.  
Tabla 5 Preparación de reactivos para el ensayo de cuantificación de tioles. 
REACTIVOS CANTIDAD PREPARACIÓN 
Buffer con Na2HPO4 
0.5M, 500mL 
500 mL 
Pesar 35.5 g de Na2HPO4, diluir con 
agua y aforar a 500mL. 
NOTA: No guardar esta solución, ni 
ninguna diluida en esta a 4ºC. 
 
Ácido sulfosalicílico (SSA) 
al 20%, 50mL 
 
50 mL 
Pesar 10g de SSA y aforar con agua 
hasta 50mL. 
DTNB (Ácido 5-5’ Ditiobis 
(2- nitrobenzoico) 
10mM, 50mL 
 
50 mL 
Pesar 0.198g de DNTB y aforar hasta 
50mL con buffer PO4. 
 
GSH  estándar, 2.5nmol/µL 20 mL 
Pesar 15.3649mg de GSH y aforar a 
20mL con el buffer. 
 
4.4.1. CURVA DE CALIBRACIÓN USANDO GLUTATIONA (GSH) 
 
Los estándares de glutationa, fueron elaborados individualmente en viales, según 
las indicaciones dadas en la Tabla 6, posteriormente se siguieron los pasos 
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establecidos en el protocolo (Ver Figura 19), para la elaboración de la curva de 
calibración 
Tabla 6 Preparación de los estándares para la curva de calibración con GSH. 
GSH (µL) Buffer 
dNa2
HPO4 
(µL) 
SSA (µL) 
 
Concentración final 
nmol/µL nmol/µL*125µL 
(nmol) 
0 380 120 0 0 
4 376 120 0.02 2.5 
8 372 120 0.04 5.0 
16 364 120 0.08 10.0 
32 348 120 0.16 20.0 
64 316 120 0.32 40.0 
128 252 120 0.64 80.0 
160 220 120 0.8 100.0 
 
 
4.4.2. PROTOCOLO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE TIOLES 
 
Para la realización de este análisis se tomaron 95µL del extracto a una 
concentración de 1000 ppm disuelto en el buffer de Na2HPO4, seguidamente se 
adicionarón 30µL de buffer y finalmente se agregó un volumen de 125µL de DTNB 
(reactivo de Ellmann’s), el cual fue preparado justo antes de la realización del 
ensayo, cada mezcla de reacción fue adicionada en la celda correspondiente, se 
incubo la microplaca durante 15 minutos a temperatura ambiente y finalmente se 
leyó la absorbancia a 412nm. 
Para este ensayo se usó como blanco de la muestra 95µL de extracto y se 
completó el volumen (250µL) con el buffer, como blanco fotométrico se usaron 
250µL de buffer. 
Vale la pena resaltar que para este ensayo cada muestra fue realizada por 
triplicado y el ensayo de realizó por duplicado. Para efectos más prácticos el 
protocolo con el cual se realizó la cuantificación de tioles de describe en la Figura 
19. 
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Figura20 Diagrama de flujo para la realización experimental del ensayo de 
cuantificación de tioles. 
 
4.5. CUANTIFICACIÓN DE SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD) 
 
El metodo utilizado para la determinación de superoxido dismutasa se fundamenta 
en el protocolo propuesto por Liu y colaboradores (Yang , Liu, Qin, Wu, & Chen, 
2004), con algunas modificaciones en cuanto a cantidades y concentraciones de 
los reactivos utilizados, El sistema Xantina/Xantina oxidasa fue utilizado como 
fuente para la generación de un flujo de anión superoxido que oxida la 
hidroxilamina a nitrito. En consecuencia la concentración de nitrito puede ser 
medida debido al desarrollo de una coloración rosa, que varia su intencidad 
directamente con la concentración de nitritos, mediante espectrometria UV/visible 
(Yang , Liu, Qin, Wu, & Chen, 2004). Los reactivos utilizados tanto para la curva de 
calibración, como para el análisis de las muestras estan descritos en la Tabla 7. 
 
Tabla 7 Preparación de reactivos para la cuantificación de SOD. 
Tomar 125μL del estándar para la curva 
o 95µL de la muestra y 30µL del buffer y 
adicionarlos a la celda correspondiente. 
Adicionar a las celdas que 
contienen la muestra 125μL de 
DTNB. 
Agitar e incubar por 15 minutos 
a temperatura ambiente 
Leer absorbancia a 412nm 
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REACTIVOS CANTIDAD PREPARACIÓN 
α – naftilamina 
7mM 
500 mL 
Adicionar 0,5g de α – naftilamina en 
100mL de agua hirviendo, dejar 
enfriar la solución y adicionar 125mL 
de ácido acético glacial y aforar a 
500mL con agua destilada. 
PRECAUSIONESPRECAUSIONES: 
Realizar el reactivo con sumo 
cuidado, este es extremadamente 
tóxico. 
 
Ácido Sulfanílico 
19mM 
 
500 mL 
Adicionar 1.6g de ácido sulfanílico en 
375mL de agua caliente, aforar con 
125mL de ácido acético glacial hasta 
500mL. Almacenar a 4ºC. 
 
Buffer con KH2PO4 
dibásico 
 
500 mL 
Pesar 4.42g de KH2PO4  y disolver en  
450mL de agua. Llevar a pH 7.8 y 
aforar a 500mL. 
 
KCN en buffer de 
fosfatos* 
10mM 
 
50 mL 
Pesar 0.032g de KCN y aforar a 
50mL con buffer de fosfatos. 
PRECAUSIONES: Preparar solo lo 
necesario. 
Usar todos los implementos de 
protección personal. 
Xantina* 
 
5 mL 
Adicionar 5.71mg de Xantina en 4mL 
de agua, adicionar 25µL de NaOH 5N 
y aforar hasta 5mL con agua 
Cloruro de 
hidroxilamina* 
1mM 
 
10 mL 
Pesar 6.9mg de cloruro de 
hidroxilamina y aforar a 10mL con 
agua. 
Xantina oxidasa 
0.2mg Prot/mL 
 
 
Diluir la Xantina oxidasa original, 
hasta obtener una concentración final 
de 0.2mg proteicos/mL, esta será la 
solución de trabajo. 
NOTA: Este reactivo puede ser 
almacenado durante 3 meses. 
 
SOD estándar* 
4.16 Unit/µL 
 
 
Dilución 1 (D1): 2µL de solución SOD 
original en 98µL de agua. 
Dilución 2 (D2): 50µL de D1 en 950µL 
de agua. 
*Estos reactivos deben ser preparados justo antes de la elaboración del ensayo. 
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4.5.1. CURVA DE CALIBRACIÓN 
 
Tabla 8 Preparación de los estándares para la curva de calibración de SOD. 
Patrón Buffer 
de 
fosfatos 
(µL) 
Agua 
(µL) 
Xantina 
(µL) 
Cloruro de 
hidroxilamina 
(µL) 
SOD D2 
(µL) 
Xantina 
oxidasa 
(µL) 
1 150 45 15 15 0 75 
2 150 40 15 15 4.5 75 
3 150 36 15 15 9.0 75 
4 150 27 15 15 18.0 75 
5 150 18 15 15 27.0 75 
6 150 9 15 15 36.0 75 
 
4.5.2. PROTOCOLO PARA CUANTIFICACIÓN DE SOD EN LOS EXTRACTOS 
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Figura 21 Diagrama de flujo para el ensayo de superoxido dismutasa (SOD). 
Leer absorbancia a 529 nm 
Mezclar e incubar la mezcla por 20 minutos a 
temperatura ambiente 
Adicionar 100µL de la muestra (o el estándar para 
realizar la curva de calibración) en la celdas que 
contienen el ácido y el α-naftilamina. 
Adicionar en las celdas correspondientes 
100µL de Ácido y 100µL de α-naftilamina  
Dejar reaccionar la mezcla en un lugar oscuro 
a temperatura ambiente por 20 minutos, parar 
la reacción con un baño de hielo. 
Preparación de la muestra: 
 150µL Buffer de fosfato 
 5µL del extracto 
 40µL agua des ionizada 
 15µL Xantina 
 15µL Hidroxilamina hidroclorada 
 75µL Xantina oxidasa 
 
 
Para realizar la curva de calibración, preparar los 
estándares de la Tabla N°4 en un eppendorf 
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4.6. DETERMINACIÓN DE LA ACTVIDAD ANTIOXIDANTE POR MEDIO 
DEL ENSAYO CON DPPH• 
 
La determinación de la actividad antioxidante fue realizada en los extractos 
metanolicos de las especies que presentaron una concentración de tioles mayor a 
55 nmol GSH/mL de extracto, las cuales fueron analizadas en una solución 
metanólica a 1000ppm. 
Para la determinación del porcentaje de actividad antioxidante por el método de 
DPPH·, la longitud de onda empleada para llevar a cabo el análisis fue de 517nm, 
por otra parte la solución de DPPH· fue preparada a una concentración de 20mg/ L 
y justo antes de la realización del ensayo y en un recipiente cubierto con papel 
aluminio, debido a que se degrada fácilmente por efectos de la luz y la 
temperatura (Molyneux, 2004). 
Los controles utilizados fueron la hidroquinona a 1000ppm como control positivo, 
disuelta en el solvente utilizado para la preparación de todos los reactivos, en este 
caso metanol y como control negativo se usaron 25µL de metanol en lugar del 
extracto. El blanco fotométrico utilizado fue metanol y el blanco de la muestra 
consiste en 25µL de extracto a 1000ppm y 100µL de metanol. 
Este ensayo fue realizado en microplacas con base en la metodología propuesta 
por Brand-Williams (Brand-Williams & Berset , 1997) como se indica en la Figura 
21. 
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Figura 22 Protocolo para la evaluación de la actividad antioxidante por el método 
de DPPH• (Brand-Williams & Berset , 1997). 
 
 
 
 
 
 
 
Calcular % Actividad 
antioxidante, respecto al control 
negativo 
Incubar la mezcla de 
reacción por 30 minutos a 
temperatura ambiente y en 
la oscuridad. 
Leer absorbancia a 517 nm 
Preparar una solución de 
DPPH+ a 20 mgl/L en metanol 
En una placa de micro 
placas adicionar 25µL del 
extracto y 100µL de 
solución de DPPH+ 
Adicionar en una celda, 
el blanco fotométrico 
que corresponde al 
MeOH y blanco de la 
muestra que incluye 
25µL de metanol y 
100µL de DPPH+ 
En celdas separadas  
Control negativo: 
Metanol y solución de 
DPPH. 
Control positivo: 
Hidroquinona 1000 
mg/L 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
5.1. CUANTIFICACIÓN DE TIOLES LIBRES 
5.1.1. CURVA DE CALIBRACIÓN CON GSH 
 
En la elaboración de la curva de calibración para cuantificación de tioles libres, 
presentes en los extractos metanólicos de las especies en estudio, pertenecientes 
a las familia Asteraceae, Euphoriaceae y Piperaceae, se utilizó como tiol de 
referencia la glutationa la cual posee un grupo sulfihidrilo libre como se muestra en 
la Figura 3, este reacciona equimolarmente con la molécula de DTNB para dar 
lugar a la formación del cromógeno TNB de color amarillo y que varía su 
intensidad directamente con la concentración de tioles libres presentes y que 
posee su máximo de absorbancia a 412 nm, lo cual hace posible su cuantificación 
por métodos fotométricos.  
El coeficiente de correlación obtenido para la curva de calibración, relaciona la 
concentración de tioles (nmol) con la absorbancia a 412nm, teniendo en cuenta 
que por cada mol de GSH presente, hay una mol de –SH, fue de 0.9992, lo cual 
indica una buena linealidad a las concentraciones de GSH utilizadas y 
confiabilidad en los resultados. 
Tabla 9 Resultados para los estándares de GSH. 
Estándar 
Concentración STD  
(nmol de GSH) 
Absorción(ABS) 
1 0 0,4702 
2 2,5 0,5311 
3 5 0,6155 
4 10 0,7276 
5 20 1,1148 
6 40 1,7507 
7 80 3,0483 
8 100 3,5851 
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Figura 23 Curva de calibración de tioles realizada con glutationa GSH 
 
5.1.2. CUANTIFICACIÓN DE TIOLES CON EL REACTIVO DE ELLMAN’S 
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Figura 4 Concentración de tioles libres (nmol/mg de extracto). 
 
Utilizando la ecuación obtenida en la curva de calibración figura 22, y por 
regresión lineal del promedio de los valores de absorbancia registrados en el 
Anexo 1. para los extractos, los resultados fuerón expresados en nmol GSH/ mg 
de extracto como se ilustra en la figura 23; vale la pena destacar que cada 
muestra se realizó por triplicado y se realizaron dos repeticiones del ensayo.  
 
De la figura 23 se pueden destacar las especies de la familia Piperaceae a 
excepción de la especie Piper Daniel-gonzalezii (UTP 197), la cual presenta la 
concentración de tioles más baja (20.2972 nmol GSH/mL) respecto a las demás 
especies de esta familia, donde se destacan principalmente las especies 
Piperomia acuminata (UTP 154), Piper eriopodon (UTP 158), Piper Umbellatum 
(UTP 163), las cuales presentan una concentración de tioles superior a 89 nmol 
GSH/mg de extracto. También presentaron una alta concentración de tioles las 
especies Montanoa sp (UTP 80), Baccharis (UTP 131), Aspilia (Tilesia baccata) 
(UTP 133) y Mikania llonensis (UTP 136) mayor a 90 nmol GSH/mg de extracto, 
pertenecientes a la familia Asteraceae. La familia Euphorbiaceae presento poca 
concetración de tioles excluyendo la especie Croton magdalenensis (UTP 70) con 
101.8117 nmol GSH/mg de extracto, este resultado es razonable ya que según la 
caracterización fitoquímica realizada a las especies en estudios, esta familia 
resulto ser la que presenta mayor cantidad de núcleos fitoquímicos evaluados (Ver 
anexo 4), donde se destacan los compuestos fenólicos, según estudios previos 
realizados por el GB-PN (Ver anexo 5) para los cuales las especies pertenecientes 
a la familia Euphorbiaceae presentaron las concentraciones más altas de 
compuestos fenólicos. 
5.2. CUANTIFICACIÓN DE SOD 
 
5.2.1. CURVA DE CALIBRACIÓN DE SOD 
 
Para la cuantificación de la enzima Superóxido Dismutasa (SOD) y los 
compuestos que presenten la capacidad de captar el radical superóxido, en los 
extractos metanólicos, se realizó una curva de calibración con SOD, teniendo en 
cuenta que los sistemas enzimáticos no exhiben un comportamiento lineal se 
graficó la absorbancia del estándar en el eje Y vs el –log de la concentración de 
enzima (Units de SOD), para así obtener una gráfica lineal, la cual arrojó un 
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coeficiente de correlación de R2=0,9989, demostrando una buena linealidad para 
las concentraciones de enzima utilizadas. 
 
Tabla 10  Resultados de los estándares para la curva de calibración de SOD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25 Curva de calibración con SOD para la cuantificación de esta enzima en 
los extractos. 
 
5.2.2. CUANTIFICACIÓN DE SOD USANDO EL SISTEMA XANTINA / 
XANTINA OXIDASA 
 
La cuantificación de esta enzima, se realizó en los extractos metanólicos de las 
especies vegetales que presentaron una concentración de tioles mayor a 55 
nmol/mg de extracto, reportados en el Anexo 2., como se muestra en la figura 25. 
Estándar Concentración 
(Units SOD) 
 -log[ ] ABS 
2 0,0187 1,7277 0,1858 
3 0,0374 1,4267 0,1235 
4 0,0749 1,1256 0,0698 
5 0,1123 0,9495 0,0295 
6 0,1497 0,8247 0,0048 
y = 0.1991x - 0.1585 
R² = 0.9989 
000.000 
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000.040 
000.060 
000.080 
000.100 
000.120 
000.140 
000.160 
000.180 
000.200 
000.000 000.500 001.000 001.500 002.000 
A
B
SO
R
B
A
N
C
IA
  
LOGARITMO NEGATIVO DE LA CONCENTRACIÓN 
57 
 
De los resultados obtenidos se destacan principalmente las especies Hyeronnima 
macrocarpa (UTP 42) perteneciente a la familia Euphorbiaceae con una 
concentración de SOD de 1.4952 Units SOD/ mg de extracto, Mikania Bonistenae 
(UTP 124) y Lepidaploa lehamannii (UTP 135) pertenecientes a la familia 
Asteraceae con una concentración de enzima de 3,3045 y 1,0685 Units SOD/ mg 
de extracto a 1000 ppm respectivamente. Es de esperarse las bajas 
concentraciones de esta enzima en los extractos vegetales, debido a que la 
funcionalidad de esta enzima está dada por su estructura cuaternaria, donde todos 
los cambios en el ambiente pueden generar un daño irreversible en mayor o 
menor media; modificando su estructura y en consecuencia su funcionalidad 
(Menvielle-Bourg, 2005). Cambios como la temperatura y pH a los cuales es 
sometido el material vegetal para la obtención del extracto, que se evidencian en 
la inactivación de la enzima, reflejada en los resultados obtenidos, en el caso del 
extracto (UTP124) Mikania Bonistenae que es el que presenta la concentración 
más grande, respecto a los demás extractos evaluados, se puede decir que este 
contiene moléculas que actúan como miméticos de la SOD, es decir, que también 
poseen la capacidad de dismutar el ión superóxido. 
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Figura 26 Concentración de SOD en Units/mL presente en los extractos 
metanólicos con concentración de tioles considerable. 
 
5.3. EVALUACIÓN DEL PORCENTAJE DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
POR EL MÉTODO DE DPPH• 
 
Este procedimiento es un método indirecto para la determinación de la actividad 
antioxidante, el cual está fundamentado en la habilidad del radical DPPH• para 
reaccionar con otras moléculas por diferentes rutas que dependen del tipo de 
molécula o del medio de reacción (Tennyson, Balarajo, Park, Ravindran, Eapen, & 
William, 2012).  
A través de un tamizaje de la actividad antioxidante de los extractos metanólicos a 
1000 ppm de las plantas que presentaron una concentración de tioles alta >55 
nmol/ mg de extracto. En la figura 26 se ilustra la capacidad antioxidante de estos 
extractos, respecto a la actividad captadora del radical DPPH· exhibida por el 
control positivo que fue empleado (Hidroquinona a 1000 ppm). 
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Figura 5 Porcentaje de actividad antioxidante, realizada sobre los extractos a 
1000ppm con concentración de tioles más relevante por el método de DPPH•. 
 
Los resultados con los cuales se construyó la Figura 26, están registrados en el 
Anexo3. En este ensayo se encontraron 9 especies que presentan un buen 
porcentaje de actividad antioxidante, exhibiendo un comportamiento similar al del 
control positivo (%AA 95.3153). Las especies que presentaron un porcentaje de 
actividad antioxidante significativo fueron Hyeronnima macrocarpa (UTP 42, 
Euphorbiaceae) con 95.9016% según los resultados obtenidos en la 
caracterización fitoquímica, la actividad antioxidante de este extracto no puede ser 
atribuida únicamente a los compuestos tipo tiol ya que se encontró la presencia de 
otros núcleos fitoquímicos que pueden presentar esta actividad, Quinqueneruis 
spp (UTP 81, Asteraceae), Mikania bonisenae (UTP 124, Asteraceae), Baccharis 
(UTP 131, Asteraceae), Aspilia (Tilesia baccata) (UTP 133, Asteraceae) con 
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valores de actividad antioxidante de 93.7106%, 94.2623%, 94.1019% 95.9062% 
respectivamente, por parte de la familia piperaceae, se destacaron las especies 
Piperomia acuminata (UTP 154), Piper umbellatum (UTP 163). Donde  esta 
especie, según lo observado en la caracterización fitoquímica no cuenta con la 
presencia de ninguno de los núcleos fitoquímicos evaluados (Ver anexo 4), por 
tanto se puede inferir que en  la actividad antioxidante de este extracto no 
participan compuestos fenólicos, lo cual indica que posiblemente el alto porcentaje 
de actividad antioxidante de esta especie se debe a la participación de los 
compuestos tipo tiol que están presentes, Piper crassinervium (UTP 167) y la 
Piper calceolarium (UTP 194) con resultados de actividad antioxidante de 
93.9730%, 98.5895%, 92.9714% y 93.6134% respectivamente. Para las demás 
especies de esta familia se obtuvieron resultados positivos que indican la 
presencia de compuestos fenólicos (Ver anexo 4), por ende la capacidad 
antioxidante de estos extractos no puede ser atribuida únicamente a la presencia 
de compuestos tipo tiol. 
Al comparar los resultados obtenidos para los extractos con una concentración de 
tioles alta y los registrados por el método de DPPH•, para determinar la capacidad 
antioxidante de los mismos, es posible observar que la mayoría de los extractos 
exhiben un comportamiento directamente proporcional, es decir que para las 
concentraciones alta de compuestos tipo tiol, se observa un porcentaje de 
actividad antioxidante alto, resultados que sugieren que estos compuestos están 
relacionados en gran medida con la capacidad antioxidante que presenta el 
extracto. Pero vale la pena destacar la especie  Hyeronnima macrocarpa (UTP 42) 
que al comparar su concentración de tioles respecto a las demás especies 
evaluadas por el método de DPPH, se observa que posee la concentración de 
tioles libres más baja (68.1033 nmol GSH/mg de extracto), valor  que no se ve 
reflejado en su porcentaje antioxidante (95.9016%)  que es el más destacado 
respecto a las especies pertenecientes a la familia Euphorbiaceae que fueron 
evaluadas por este método, resultado que indica que la capacidad antioxidante en 
este extracto no se debe únicamente a la presencia de los tioles, sino que hay 
otros compuestos presentes en el extracto que son los principales responsables 
de esta actividad biológica, lo cual se ve reflejado en el coeficiente de correlación 
calculado para relacionar la concentración de tioles con el porcentaje de actividad 
antioxidante (Ver anexo6) que muestra una relación muy baja de 18%, en 
contraste con el coeficiente de correlación obtenido para los reultados de SOD y 
porcentaje de actividad antioxidante que revelan una relación directa entre estas 
dos variables de 74.84%, valor que indica que el porcentaje de actividad 
antioxidante obtenido puede ser atribuido en mayor medida a la acción de la 
enzima SOD presente en los extractos que a los compuestos tipo tiol. En la Figura 
28 se puede observar que existe una relación directa entre el contenido de tioles 
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presente en el extracto y la capacidad antioxidante exhibida por el mismo ya que a 
partir de una concentración aproximada a 60 nmol/mg es donde se evidencian los 
mayores %AA y donde la mayoría de las muestras analizadas se agrupan, vale la 
pena destacar que estudios han evidenciado que los tioles como la N-acetil-L-
cisteina (sintético), inhibe la espontanea mutación, previniendo la formación de 
carcinogénesis y previniendo el desarrollo de tumores y lesiones preneoplasticas 
en roedores. Por otra parte la N-acetil-L-cisteina y otros compuestos tipo tiol han 
mostrado actividad antioxidante frente al anión superóxido, peróxido de hidrogeno 
y el oxígeno singlete medidos en modelos genotóxicos en bacterias (Silvio de 
Flora, Izzotti, D'Agostini, & Cesarone, 1991).  Mientras que para los resultados 
obtenidos experimentalmente no es posible asegurar una relación directa entre 
concentración de SOD y la actividad antioxidante exhibida por los extractos de las 
especies en estudio, debido a que se trabajó directamente con los extractos 
crudos, los cuales están compuestos por otras moléculas como polifenoles, 
tocoferoles, antraquinonas y carotenoides que según la literatura han sido 
estudiados ampliamente debido a sus propiedades antioxidantes (Lopez-Huertaz 
& Del Río, 2014), estas moléculas podrían dismutar el ión superoxido, actuando 
como miméticos de la SOD. En la figura 29 se observa la actividad antioxidante no 
depende exclusivamente de la concentración de SOD, es decir, que a 
concentraciones bajas de estas moléculas, es posible obtener una buena 
respuesta en la actividad inhibitoria de radicales libres en el extracto. 
 
 
Figura 28 Relación entre el % AA y la concentración de tioles 
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Figura  29 Relación entre el %AA y la concentración de SOD 
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6. CONCLUSIONES 
 
• Las familias Asteraceae y Piperaceae se destacaron por su alta 
concentraión de tioles, por su parte, para la familia Euphorbiaceae se 
destaca la especie Croton magdalenensis (UTP 70) que presento la 
concentración más alta de todas las especies que fueron estudiadas, con 
una  concentración de 101,8117 nmol/mg de extracto. 
• Los extractos estudiados obtivIeron baja concentración de moléculas en 
equivalentes SOD, pero se destacan las especies Hyeronnima macrocarpa 
(UTP 42, Euphorbiaceae) con una concentración de 1.4952 equivalentes 
SOD/ mg, Mikania Bonistenae (UTP 124) y Vernonia sp (UTP 135) de la 
familia Asteraceae con una concentración de enzima de 3,3045 y 1,0685 
equivalentes SOD/ mg, estás moléculas se asumen como miméticos de la 
SOD. 
• Los extractos estudiados exhiben un buen perfil de actividad antioxidante, 
con valores superiores al 90%, por la técnica de DPPH• , valores que no 
pueden atribuidos únicamente a la acción de los compuestos tipo tiol, 
debido a que se trabajó con los extractos crudos. 
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7. RECOMENDACIOENES 
 
• Realizar pruebas de cromatografía de capa delgada (TLC) para la identificar 
la presencia de tioles y caracterización de estos en los extractos 
metanólicos de las especies estudiadas en este proyecto, a una 
concentración de 1000 ppm, mediante la técnica de cromatografía líquida 
de alta resolución HPLC. 
• Realizar la extracción de glutationa de las especies que presentaron la 
mayor concentración, directamente del material vegetal fresco, para 
comparar esta concentración con la obtenida para tioles libres. 
• Utilizar el sistema Xantina/Xantina oxidasa como ensayo para la capacidad 
antioxidante frente al radical superóxido. 
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Anexo 1.  Resultados de Concentración en nmol/mL para la cuantificación de tioles 
libres en los extratos metanólicos, obtenidos mediante la reacción con el reactivo 
de Ellmann's 
  
Concentración de 
tioles 
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Extracto nmol (nmol/mg extracto) Promedio DS 
22 0,9957 1,2084 11,0633 13,4267 12,245 1,67113 
80 8,3853 8,5722 93,17 95,2467 94,2083 1,46843 
81 6,5057 6,0561 72,2856 67,29 69,7878 3,53239 
122 0 0 0 0 0 0 
124 7,2479 6,9992 80,5322 77,7689 79,1506 1,95397 
125 0 0 0 0 0 0 
127 2,6262 2,8295 29,18 31,4389 30,3094 1,59728 
131 8,9221 8,7918 99,1344 97,6867 98,4106 1,02373 
133 8,2482 8,3723 91,6467 93,0256 92,3361 0,97502 
135 5,2409 5,4944 58,2322 61,0489 59,6406 1,99168 
136 8,6756 8,8318 96,3956 98,1311 97,2633 1,22722 
195 4,3385 4,189 48,2056 46,5444 47,375 1,17458 
7 1,5836 1,5462 17,5956 17,18 17,3878 0,29384 
42 6,1433 6,1153 68,2589 67,9478 68,1033 0,21999 
63 1,9335 1,9948 21,4833 22,1644 21,8239 0,48162 
70 9,1703 9,1558 101,8922 101,7311 101,8117 0,11392 
72 6,0405 5,8058 67,1167 64,5089 65,8128 1,84398 
75 3,8816 3,8858 43,1289 43,1756 43,1522 0,033 
85 4,1507 3,9941 49,4522 43,2678 46,36 1,23037 
90 4,6012 4,5275 51,1244 50,3056 50,715 0,57904 
126 1,4102 1,3499 15,6689 14,9989 15,3339 0,47376 
128 0,0924 0,0815 1,0267 0,9056 0,9661 0,08564 
130 4,9439 5,0145 54,9322 55,7167 55,3244 0,55469 
140 1,7259 1,8422 19,1767 20,4689 19,8228 0,91374 
148 7,5566 7,3971 83,9622 82,19 83,0761 1,25315 
154 7,9982 8,1575 88,8689 90,6389 89,7539 1,25158 
158 8,161 7,9422 90,6778 88,2467 89,4622 1,71906 
163 8,1548 7,9715 90,6089 88,5722 89,5906 1,44014 
167 7,5857 7,7825 84,2856 86,4722 85,3789 1,54621 
172 6,3645 6,5956 70,7167 73,2844 72,0006 1,81569 
194 6,7342 6,839 74,8244 75,9889 75,4067 0,82339 
197 1,7303 1,9232 19,2256 21,3689 20,2972 1,51557 
 
DS: Desviación estándar 
Anexo 2. Contenido de Supero-Oxido  Dismutasa, en los extractos con 
concentración de tioles superior a 55nmol/ mL utilizando el sistema 
Xantina/Xantina Oxidasa. 
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DS: 
Desviación estándar 
 
 
  
 
 
 
Anexo 3. Porcentajes de actividad antioxidante en los extractos metanólicos que 
presentaron una concentración de tioles superior a 55nmol/mL por el método de 
DPPH• 
 
Ensayo 1 Ensayo 2 
  
Extracto 
SOD(unit/mg de 
extracto) 
DS Promedio 
42 1,5211 1,4693 0,03662813 1,4952 
70 0,1167 0,0916 0,01774838 0,10415 
72 0,2096 0,2371 0,0195 0,2233 
80 0,147 0,1522 0,0037 0,1496 
81 0,2196 0,2257 0,0043 0,2227 
124 3,1136 3,4954 0,2699 3,3045 
131 0,2988 0,2766 0,0157 0,2877 
133 0,605 0,6509 0,0325 0,628 
135 1,1651 0,972 0,1365 1,0685 
136 0,1576 0,1782 0,0146 0,1679 
148 0,0978 0,1004 0,0018 0,0991 
154 0,0767 0,0724 0,003 0,0746 
158 0,0974 0,0944 0,0021 0,0959 
163 0,0764 0,0713 0,0036 0,0739 
167 0,071 0,0557 0,0108 0,0634 
172 0,2159 0,2222 0,0045 0,2191 
194 0,1535 0,1474 0,0043 0,1505 
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 DS: Desviación estándar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 4 Caracterización fitoquímica de los extractos metanólicos a 1000ppm. 
Extracto %AA(1) %AA(2) Promedio DS 
42 95,7377 96,0656 95,9016 0,2318 
70 71,2295 73,9295 72,5795 1,9092 
72 35,4098 37,3770 36,3934 1,3910 
80 39,1688 41,8136 40,4912 1,8702 
81 93,7705 93,6508 93,7106 0,0846 
124 93,1148 95,4098 94,2623 1,6229 
131 94,1019 94,1019 94,1019 0,0000 
133 94,5902 97,2222 95,9062 1,8611 
135 89,8361 88,0952 88,9657 1,2310 
136 90,6557 91,4754 91,0656 0,5796 
148 89,4118 87,2269 88,3193 1,5449 
154 93,6134 94,3325 93,9730 0,5084 
158 80,8403 81,8487 81,3445 0,7130 
163 97,9832 99,1957 98,5895 0,8574 
167 93,1217 92,8212 92,9714 0,2125 
172 69,8413 69,0176 69,4295 0,5824 
194 92,6050 94,6218 93,6134 1,4261 
Familia Extracto Alcaloides Esteroles y/o Saponinas  Flavonoides 
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Anexo 5. Contenido fenólico de algunas de las especies en estudio, expresado en 
µg de ácido gálico/ mg de extracto. 
Terpenos Fenoles y 
Taninos 
 
  22 + + + - + 
  80 - + - - - 
  81 - - - + - 
  122 - + + + + 
  124 - + + + + 
Asteraceae 125 - + - - - 
  127 + - + - - 
  131 - - - + - 
  133 - + + - - 
  135 - + + + - 
  136 - - + - - 
  195 + + + - - 
  7 + - + + + 
  42 + + + + + 
  63 - - + + + 
  70 - - - + - 
  72 - + +  + + 
Euphorbiaceae 75 - - - - + 
  85 - + + + + 
  90 + - - + + 
  126 - + + + + 
  128 - + + + + 
  130 - + + + + 
  140 - + + + + 
  148 + - - + + 
  154 + + + + + 
  158 + - - - - 
Piperaceae 163 - - - - - 
  167 - + + + + 
  172 - + + + + 
  194 - + + - + 
  197 - - + + + 
Reveladores Dragendorff Liberman-Buchard FeCl3 al 5% AlCl3 1% 
Especie Contenido fenólico ug ácido gálico /mg de 
extracto 
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piper crassinervium 3,22 
Alchornea grandis 10,24 
Baccharis 0,049 
clubadium pentaneuron 0,15 
Lepidaploa lehamannii 0,065 
Mikania lloensis 0,03 
Pentacalya urbanii 0,188 
Tilesia baccata 0,06 
Acalypha diversifolia 0,424 
Alchornea calophyla 0,314 
Alchornea grandis 0,158 
Hyeronima 0,187 
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Anexo 6. Coeficiente de correlación realizado a los datos obtenidos 
experimentalmente de los ensayos de tioles, SOD y DPPH. 
 
EXTRACTO 
( # UTP) 
SOD  
(Units 
/mL) 
TIOLES 
(nmol 
/mL) 
DPPH 
(%AA) 
42 1,4952 68,1033 95,9016 
70 0,10415 101,8117 72,5795 
72 0,2233 65,8128 36,3934 
80 0,1496 94,2083 40,4912 
81 0,2227 69,7878 93,7106 
124 3,3045 79,1506 94,2623 
131 0,2877 98,4106 94,1019 
133 0,628 92,3361 95,9062 
135 1,0685 59,6406 88,9657 
136 0,1679 97,2633 91,0656 
148 0,0991 83,0761 88,3193 
154 0,0746 89,7539 93,973 
158 0,0959 89,4622 81,3445 
163 0,0739 89,5906 98,5895 
167 0,0634 85,3789 92,9714 
172 0,2191 72,0006 69,4295 
194 0,1505 75,4067 93,6134 
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Anexo 7. Resumen de los resultados relevantes en el proyecto 
 
OBJETIVO  METODOLOGIA RESULTADO 
Determinar la concentración de 
tioles libres presentes en los 
extractos metanólicos de las 
familias en estudio, con la 
implementación del método 
colorimétrico. 
 
Método colorimétrico 
usando DTNB para la 
formación del cromógeno 
TNB con máximo de 
Absorbancia a 412 nm 
Croton Magdalenensis, Euphorbiaceae 
101.8117 nmolGSH/mg 
Montanoa, Asteraceae 
94.4106 noml GSH/mg 
Baccharis, Asteraceae 
98.4106 nmol GHS/mg 
Aspillia(Tilesia Baccata), Asteraceae 
92.3361 nmol GSH/mg 
Mikania Llinensis, Asteraceae 
97.2336 nmol GSH/mg 
Piperomia acuminata , Piperaceae 
89.7539 nmol GSH/mg 
Piper eriopodon, Piperaceae 
89.4622 nmol GSH/mg 
Piper umbellatum, Piperaceae 
89.5906 nmol/mg 
 
Evaluar la concentración de 
Superóxido Dismutasa presente 
en los extractos en estudio, que 
obtuvieron una concetración de 
tioles libres considerable, 
mediante la implementación de 
tecnicas fotométricas  
 
Metodo fotométrico, 
generación de radical 
superoxiodo el cual oxida la 
hidroxilamina a nitrito y 
formación de un complejo 
rosa con máximo de 
absorción a 529 nm. 
Hyeronnima macrocarpa, 
Euphorbiaceae 
1,4952 Units SOD/mg 
 
Mikania Bonistenae , Asteraceae 
 3,3045 Units SOD/mg 
Lepidaploa Lehamannii , Asteraceae 
1,06885 Units SOD/mg 
 
 
Determinar la capacidad 
captadora de radicales libres 
(%AA) mediante el método de 
DPPH•  en los extractos 
metanolicos de las especies que 
presenten mayor concentración 
de tioles. Mediante la 
implementación del método 
fotométrico. 
Metodo de competencia 
captura del radical por la 
acción de compuestos con 
naturaleza antioxidante. 
 
Coloración amarilla con 
máximo de absorbancia a 
517nm. 
Hyeronnimia macrocarpa , 
Euphorbiaceae 95,9016% 
Aspilia (Tilesia Baccata), Asteraceae 
95,9062% 
Piper Umbellatum, Piperaceae  
 98,5895% 
 
 
